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O aumento da atividade simpática está envolvido com a gênese e a manutenção de 
estados patológicos que acometem o sistema cardiovascular. A hiperatividade β-
adrenérgica induz a formação de fatores inflamatórios locais no tecido vascular, 
levando a uma disfunção vascular. Uma possível estratégia farmacológica de 
controlar a lesão vascular pelo processo inflamatório é inibindo a enzima dipeptidil 
peptidase – 4. Os inibidores da DPP-4 são da classe de fármacos utilizados para 
tratamento do diabetes mellitus tipo 2, por aumentar a meia-vida do GLP-1 e 
melhorar o controle glicêmico. Objetivamos testar a hipótese de que o inibidor de 
DPP-4 reverte a disfunção vascular e atenua o processo inflamatório causado pela 
hiperatividade β-adrenérgica. Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), 
machos, pesando entre 300 à 350g. Os animais foram separados aleatoriamente em 
três grupos experimentais: grupo veículo (VHC), grupo isoproterenol (agonista β-
adrenérgico não seletivo) (ISO) e grupo isoproterenol mais sitagliptina (inibidor da 
enzima DPP-4) (ISO+SITA). Foi utilizada linhagem de células endoteliais de veia 
umbilical humana (EAhy.926) e células musculares lisas vasculares primárias 
(CMLV), obtidas pelo método de explante da aorta torácica de ratos wistar. 
Mostramos nos nossos resultados que o isoproterenol causou hipertrofia cardíaca de 
28% e a sitagliptina não foi capaz de prevenir essa resposta. Não houve alteração 
na função cardiorrespiratória. A inibição da DPP-4 foi capaz de prevenir o aumento 
da resposta contrátil à fenilefrina, além disso preveniu a disfunção endotelial 
causada pelo isoproterenol na reatividade vascular, observada pela remoção 
mecânica do endotélio. O tratamento crônico com isoproterenol não alterou a 
atividade da DPP-4, porém aumentou a expressão de RNAm das citocinas pró-
inflamatórias IL-1β (86%), IL-6 (45%) e MCP-1 (84%) na aorta, enquanto a 
sitagliptina reduziu para o nível basal. In vitro, o isoproterenol não alterou a atividade 
da DPP-4 e a expressão das citocinas inflamatórias nas CMLV, mas aumentou a 
atividade da DPP-4 e citocinas inflamatórias nas células endoteliais (IL-1β, 49%; IL-
6, 39%; MCP-1, 43%) e a sitagliptina reduziu para o nível basal. Em conclusão, 
nosso estudo demonstrou que a inibição da DPP-4 pela sitagliptina melhora a 
disfunção vascular e atenua significativamente a inflamação endotelial em um 
modelo experimental de hiperatividade β-adrenérgica. 
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The increase in sympathetic activity is involved with the genesis and maintenance of 
disease states that affect the cardiovascular system. Β-adrenergic hyperactivity 
induces the formation of local inflammatory factors in vascular tissue, leading to 
vascular dysfunction. A possible pharmacological strategy of controlling vascular 
injury by the inflammatory process is to inhibit the enzyme dipeptidyl peptidase-4. 
DPP-4 inhibitors are of the class of drugs used to treat type 2 diabetes mellitus by 
increasing the half-life of GLP- 1 and improve glycemic control. We aimed to test the 
hypothesis that the DPP-4 inhibitor reverses vascular dysfunction and attenuates the 
inflammatory process caused by β-adrenergic hyperactivity. Male Wistar rats (Rattus 
norvegicus) weighing between 300 and 350g were used. The animals were randomly 
divided into three groups: vehicle group (VHC), isoproterenol (non-selective β-
adrenergic agonist) (ISO) and isoproterenol group plus sitagliptin (DPP-4 inhibitor) 
(ISO + SITA). A human umbilical vein endothelial cell line (EAhy.926) and primary 
vascular smooth muscle cells (VSMC), obtained by the explant method of the 
thoracic aorta of wistar rats, were used. We have shown in our results that 
isoproterenol caused cardiac hypertrophy of 28% and sitagliptin was not able to 
prevent this response. There was no change in cardiorespiratory function. Inhibition 
of DPP-4 was able to prevent the increase in the contractile response to 
phenylephrine, in addition, it prevented the endothelial dysfunction caused by 
isoproterenol in vascular reactivity, observed by the mechanical removal of the 
endothelium. Chronic treatment with isoproterenol did not alter DPP-4 activity, but 
increased mRNA expression of the proinflammatory cytokines IL-1β (86%), IL-6 
(45%) and MCP-1 (84%) in the aorta , while sitagliptin reduced to baseline. In vitro, 
isoproterenol did not alter the activity of DPP-4 and the expression of inflammatory 
cytokines in VSCV, but increased the activity of DPP-4 and inflammatory cytokines in 
endothelial cells (IL-1β, 49%, IL-6, 39%; MCP-1, 43%) and sitagliptin reduced to 
baseline. In conclusion, our study demonstrated that inhibition of DPP-4 by sitagliptin 
improves vascular dysfunction and significantly attenuates endothelial inflammation 
in an experimental model of β-adrenergic hyperactivity. 
 Keywords: Dipeptidyl Peptidase 4, Isoproterenol, Vascular Diseases; Endothelium, 
Vascular, inflammation.  
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O aumento da atividade simpática e, consequentemente, os níveis de 
catecolaminas estão envolvidos com a gênese e a manutenção de estados 
patológicos que acometem o sistema cardiovascular. A hiperatividade β-adrenérgica 
induz a formação de fatores inflamatórios locais no tecido vascular, levando a uma 
disfunção vascular (FERRO et al., 1993; DAVEL et al., 2008). 
Uma nova ferramenta no tratamento da disfunção e lesão vascular, pelo 
processo inflamatório, é a inibição da enzima dipeptidil peptidase - 4 ( MATSUBARA 
et al., 2012; SHAH et al. 2014; STEVEN et al., 2015). 
O inibidor da DPP-4 é uma classe de fármacos utilizados para tratamento do 
diabetes mellitus tipo 2, por aumentar a meia-vida do GLP-1 e melhorar o controle 
glicêmico. Os inibidores da DPP-4 aumentam os níveis de seus substratos 
prologando o efeito destes sobre o organismo (DICKER, 2011; AROOR et al., 2014). 
 
1.1 Sistema Nervoso Autônomo 
 
A excitação do sistema adrenérgico estimula a liberação de catecolaminas, 
como adrenalina e noradrenalina, podendo ocorrer alterações comportamentais 
frente a uma situação de estresse e/ou medo, também conhecido como resposta de 
“luta e fuga” (DENNIS, 2016). O controle neural autônomo do sistema cardiovascular 
é regulado pelo sistema nervoso simpático (SNS) e parassimpático (SNP), e quando 
há um desequilíbrio entre esses dois sistemas, algumas patologias cardiovasculares 
podem ocorrer. Isto acontece quando o SNS sofre ativação excessiva 
concomitantemente com a supressão do SNP, causado por algumas patologias 
cardiovasculares como: hipertensão arterial, insuficiência cardíaca, infarto do 
miocárdio, entre outras situações como diabetes e no envelhecimento, aumentando 
consideravelmente o risco de morbidade e mortalidade (ABBOUD, 2010). 
O SNS controla a função cardíaca e vascular por meio de receptores 
adrenérgico do tipo alfa (α) e beta (β). Os receptores β são acoplados à proteína Gs, 
que ativam a adenilil-ciclase, aumentando o 3’,5’ monofosfato cíclico de adenosina 
(cAMP) intracelular que conduz a ativação da proteína quinase A (PKA). Os 
receptores do tipo β-adrenérgicos diferem em alguns subtipos como β1, β2 e β3. O 
receptor β2 tem maior afinidade pela adrenalina, o β3 por noradrenalina, enquanto o 
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β1 tem afinidade igual pelas duas catecolaminas. O receptor β3 possui poucos locais 
de ativação para a PKA e, quando ativado, tem efeito inotrópico negativo por 
aumentar a ativação da proteína quinase G (PKG) por meio do 3’,5’ monofosfato 
cíclico de guanosina (cGMP) (BRODDE e MICHEL, 1999). 
No coração há predomínio de receptores β-adrenérgicos, os quais quando 
ativados, aumentam a PKA e a concentração de cálcio no sarcoplasma pela 
fosforilação dos canais de cálcio tipo L do sarcolema, o que favorece a contração. A 
ativação destes receptores β também promove a fosforilação da fosfolambam no 
retículo sarcoplasmático, ocasionando a recaptação de cálcio e contribuindo para o 
relaxamento cardíaco. Nas patologias com alterações da função cardíaca, como na 
insuficiência cardíaca, a atividade do SNS aumenta na tentativa de compensar a 
perda da função, porém, a estimulação β-adrenérgica mantida está relacionada à 
mortalidade devido a sobrecarga celular do músculo cardíaco (BRODDE e MICHEL, 
1999; NAJAFI et al., 2016). Apesar dos efeitos do aumento do SNS sobre o coração 
estarem bem estabelecidos na literatura, pouco se sabe sobre os efeitos da 
hiperatividade dos receptores β-adrenérgicos sobre o sistema vascular. 
 
1.2 Sistema β-adrenérgico no vaso sanguíneo 
 
Nos vasos sanguíneos a ativação aguda dos receptores β-adrenérgicos (β1 e 
β2), pelas catecolaminas, induz o relaxamento do músculo liso (ORIOWO, 1995). O 
efeito dos receptores β-adrenérgico do subtipo β3 pode variar em cada espécie 
animal (GAUTHIER et al.,2000). No entanto, sua farmacologia é bem distinta dos 
receptores β1 e β2, sendo ativado por agonistas e bloqueado por antagonistas 
específico para este receptor. Na maioria dos vasos sanguíneos o receptor β2 é 
predominante, embora o tipo β1 contribua na vasodilatação e predomine em alguns 
vasos específicos como em artérias coronárias e cerebrais (GUIMARÃES e MOURA, 
2001). Quando os receptores β são ativados no vaso, assim como no músculo 
cardíaco, sofrem uma alteração conformacional que em seu estado ativo se acopla 
às proteínas Gs, onde irão interagir com a adenilil-ciclase e liberar o segundo 
mensageiro cAMP que ativará a PKA e irá fosforilar diversos substratos (WERSTIUK 
E LEE, 2000). 
O mecanismo principal de relaxamento das células musculares lisas 
vasculares (CMLV) é mediado pela fosforilação da quinase de cadeia leve de 
20 
 
miosina (MLCK) pela PKA, que inativa o MLCK por diminuir sua afinidade pelo 
complexo Ca²+-calmodulina (WERSTIUK E LEE, 2000). O cAMP também pode 
diminuir a concentração de cálcio intracelular no músculo liso (MCDANIEL et al., 
1991) e causar hiperpolarização por ativação dos canais de potássio (REMBOLD E 
CHEN, 1998; TANAKA et al., 2005) 
As células endoteliais vasculares também podem expressar receptores β-
adrenérgicos. Esses receptores estimulam a via cAMP – PKA que aumenta o influxo 
de cálcio e ativam a enzima óxido nítrico sintase endotelial (eNOS) pelo complexo 
Ca²+-calmodulina. A eNOS sintetiza o óxido nítrico à partir da L-arginia e oxigênio. O 
NO, por ser uma molécula gasosa, se difunde para o músculo liso, aumenta a 
concentração de cGMP, diminui a concentração de cálcio intracelular e causa o 
relaxamento vascular (IRANAMI et al., 1996; CONTI et al., 2013). 
 
1.3 Sistema β-adrenérgico e fatores inflamatórios 
 
A exposição crônica de agonistas dos receptores β-adrenérgicos resulta em 
dessensibilização tanto por redução dos receptores quanto por alterações na via do 
cAMP (TSUJIMOTO e HOFFMAN, 1985; HAYES et al., 1986). No vaso, a 
hiperestimulação do sistema β-adrenérgico por administração de isoproterenol causa 
alteração na resposta contrátil à fenilefrina (agonista alfa 1-adrenérgico) por causar 
disfunção endotelial pelo aumento de espécies reativas de oxigênio (ERO’s) ou pelo 
aumento do processo inflamatório local (DAVEL et al., 2006; DAVEL et al., 2008). A 
disfunção endotelial é caracterizada quando ocorre alteração no tônus do músculo 
liso vascular, por meio de substâncias vasoconstritoras, alteração na produção de 
mediadores vasodilatadores pelo endotélio ou quando as células musculares lisas 
diminuem a sensibilidade a esses vasodilatadores (MOMBOULI E VANHOUTTE, 
1999). O aumento de ERO's também sofre reação com o óxido nítrico (NO), 
inativando suas propriedades anti-inflamatórias, anticoagulantes e seu efeito 
dilatador, ocasionando à disfunção endotelial (FUKAI e USHIO-FUKAI, 2011). Davel 
et al. (2006) e Krenek et al. (2006) mostraram que a administração crônica do 
isoproterenol aumentou os níveis das ERO’s, porém aumentou também a expressão 
de eNOs. O aumento da expressão de eNOS pode ser uma forma compensatória, a 




O excesso de espécies reativas de oxigênio resulta em aumento da 
expressão de citocinas, ocasionando aumento das respostas pró-inflamatórias, 
como adesão de monócitos, agregação plaquetária, indução de genes inflamatórios, 
apoptose, proliferação e migração de células do músculo liso vascular, degradação 
da matriz e diminuição dos fatores de relaxamento dependente de endotélio 
(PAPAHARALAMBUS e GRIENDLING, 2007). No coração, já se sabe que o 
tratamento diário com isoproterenol causa hipertrofia cardíaca como resposta ao 
estímulo crônico β-adrenérgico, induzindo aumento da expressão de citocinas 
inflamatórias local como fator de necrose tumoral-α (TNF-α), interleucina-1β (IL-1β) e 
interleucina-6 (IL-6) (MURRAY et al., 2000). 
As citocinas são moléculas de comunicação que regulam e coordenam a 
resposta imuno-hemostásica, desempenhando um papel essencial na comunicação 
célula a célula por receptores do tipo proteínas transmembranares, iniciando assim 
uma cascata de sinalização citoplasmática com função pleiotrópica (SCHWANTNER 
et al., 2004). As interleucinas IL-1 e IL-6 e o TNF-α possuem propriedades 
inflamatórias agudas. O TNF-α é o principal mediador da citotoxicidade contra 
células tumorais e possui um papel na adaptação à resposta inflamatória, com uma 
ampla atividade pró-inflamatória, afetando muitos tipos de células-alvo, como por 
exemplo, o endotélio vascular. O TNF-α induz aumento da expressão de molécula 
tipo fator tecidual e moléculas de adesão, promovendo a interação de leucócitos 
circulantes no endotélio. Ainda, estimula a liberação de interleucina-1, 
prostaglandina E2 e semelhantes (DIXIT et al., 1990; ZEMBALA et al., 1990). A IL-1 
é produzida principalmente por monócitos, macrófagos e também por células não 
hematopoiéticas como as células endoteliais, quando estimuladas por 
lipopolissacarídeo (LPS). Portanto, a IL-1 tem efeito sobre o sistema vascular e sua 
liberação é reduzida pela produção de cAMP induzida pelas prostaglandinas. A IL-6 
atua na diferenciação de linfócitos B e tem uma atividade co-estimuladora para a 
proliferação de células T estimuladas por mitógeno (GUPTA, 1988). 
A expressão destes genes inflamatórios são regulados pelo fator nuclear-κB 
(NF-κB), uma família de fatores de transcrição, ativado em resposta a estímulos 
inflamatórios como o próprio TNF-α e IL-1, como também LPS, produtos de glicação 
avançada (AGEs), hiperglicemia, fator de agregação plaquetária (PAF), tensão de 
cisalhamento, lipídios oxidados, stress oxidante e hipóxia. Quando o NF-κB é 
estimulado, ocorre a fosforilação da subunidade IB, liberando os heterodímeros  
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p65 e p50, permitindo sua translocação nuclear e transcrição gênica. A ativação 
prolongada do NF-κB por meio de agentes estimulantes ou pelo comprometimento 
de mecanismos de “downregulation” (regulação negativa dos receptores) é 
características de algumas doenças crônicas inflamatórias e vasculares (MARTIN et 
al., 2000). 
Chandrasekar et al. (2004) mostraram que a infusão contínua de isoproterenol 
de 1 à 72h aumenta a ativação de NF-κB em miocárdio. Davel et. al (2008) 
demostraram que o tratamento por 7 dias com o isoproterenol aumenta a reatividade 
vasoconstritora à fenilefrina, a expressão gênica e proteica de citocinas pró-
inflamatórias, como IL-1β e IL-6, a expressão proteica nuclear da subunidade p65 de 
NF-κB e sua atividade em aortas de ratos, por stress oxidativo induzido por 
estimulação β-adrenérgica, pelo qual desempenha um papel importante na 
progressão de lesão vascular. 
Morioka et al. (2013), mostraram que a ativação do receptor β-adrenérgico 
modula a produção de CCL2 em cultura de astrócitos espinhais, porém não há 
estudos que mostrem o efeito da ativação β-adrenérgica na modulação de CCL2 em 
vaso sanguíneo (MORIOKA et al., 2013). O CCL2 também referido como MCP-1 
(proteína quimiotratante monocitária 1), é um membro da família de quimiocinas 
amplamente expresso em células endoteliais, células musculares lisas e monócitos 
em resposta a estímulos de CD40, PDGF, IL-1β e LDL oxidado (LIM et al., 2009). 
 
1.4 Dipeptidil peptidase – 4 
 
A serina DPP-4 pertence à família das enzimas peptidases (enzimas que se 
ligam em locais específicos do seu substrato e clivam ligações peptídicas entre os 
aminoácidos) e que contém um sítio de ligação com um arranjo em ordem linear da 
tríade catalítica ácido-base-nucleófila (Ser, Asp, His) que desempenha a dupla 
função principal de se ligar ao substrato e catalisar a reação (HEDSTROM, 2002). 
Os primeiros estudos mostraram que os substratos da DPP-4 eram os que 
continham prolina ou alanina na penúltima posição a partir da extremidade c-terminal 
(carboxi-terminal) ou segunda posição a partir do N-terminal (amino-terminal). 
Porém, hoje se sabe que a DPP-4 também se liga em outros substratos, com menor 
afinidade, que contém como segundo aminoácido a partir do N-terminal 
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hidroxiprolina, desidroprolina, serina, glicina, valina, treonina ou leucina (LAMBEIR et 
al. , 2003). 
A DPP-4 localiza-se na superfície celular, onde a maior parte estrutural está 
voltada para o espaço extracelular, capaz de estimular as vias de transdução de 
sinal intracelular independente de sua atividade enzimática. Além de ser conhecida 
como CD26, por ter sido inicialmente descoberta na superfície de timócitos e 
linfócitos T, a DPP-4 pode ser encontradao em diversos tecidos ou na forma solúvel 
(sDPP-4) circulantes nos fluidos corporais, como no sangue (HEDSTROM, 2002; 
LAMBEIR et al. , 2003). A contribuição da atividade da DPP-4 no endotélio capilar 
representa grande parte da atividade total em alguns órgãos (LOJDA, 1979). A DPP-
4 está expressa também no miocárdio e no músculo estriado, nos pulmões, 
pâncreas, rins, intestino e fígado. (SLIMANE et al., 2000; LAMBEIR et al., 2003). 
 
1.5 Dipeptidil peptidase – 4 e a regulação cardiovascular 
 
A DPP-4 possui diversos substratos que podem estar envolvidos na regulação 
cardiovascular. Entre os mais importantes pode-se citar o peptídeo semelhante ao 
glucagon 1 (GLP-1), fator 1 derivado de células do estroma (SDF-1α) e peptídeo 
natriurético cerebral (BNP). 
O endotélio é uma camada única de células que protege os vasos de fatores 
inflamatórios, de coagulação e regula o fluxo sanguíneo e pressão sanguínea 
(ERDOGDU et al., 2010). O comprometimento da função endotelial é uma das 
principais condições que contribuem para o desenvolvimento de doença vascular. A 
linagliptina é capaz de restaurar a disfunção endotelial causada pelo diabetes 
diminuindo os níveis de vasoconstritor endógeno como a endotelina, produzido pelas 
células endoteliais e células musculares lisas, sem alterar os níveis de glicose no 
sangue (YASIR, HARDIGAN, & ERGUL, 2016). Um mediador comum do 
relaxamento vascular é NO, liberado de células endoteliais via conversão de L-
arginina pela NO sintase. A sitaglitina, além de diminuir os níveis de endotelina-1, 
aumenta os níveis de oxido nítrico (TANG et al., 2016). Estes estudos evidenciam 
que os inibidores da DPP-4 têm efeitos benéficos sobre o sistema vascular.  
 




A DPP-4 tem um papel importante no controle da homeostase da glicose, pois 
ao ser inibido, melhora a tolerância à glicose, sensibilidade e resistência à insulina e 
aumenta os níveis de insulina e GLP-1. O GLP-1 é um hormônio incretina sintetizado 
pelas células endócrinas L intestinais e secretado para corrente sanguínea em 
resposta à ingestão. O GLP-1 é rapidamente clivado e inativado no segundo 
aminoácido, alanina, localizado a partir da extremidade N-terminal pela 
aminopeptidase, dipeptidil peptidase 4 (DPP-4). Mais de 50 % do GLP1 é inativado 
antes de atingir a circulação sistêmica, com meia-vida de aproximadamente 2 
minutos (DRUCKER e NAUCK, 2006; MABILLEAU et al., 2013). 
O GLP-1, ao se ligar no seu receptor (GLP-1R), produz várias ações 
biológicas. No pâncreas, o GLP-1 estimula a liberação de insulina, inibe a secreção 
de glucagon e diminui a apoptose de células β-pancreáticas. Já no sistema nervoso 
central e periférico, os receptores de GLP-1 estão nas fibras nervosas e regulam um 
conjunto de função homeostática, incluindo o comportamento alimentar com 
diminuição do apetite, redução da motilidade gástrica e inibição da secreção de 
ácido gástrico. Além disso, o GLP-1 reduz a glicose plasmática, pois aumenta a 
captação de glicose no músculo esquelético e inibe a produção de glicose no fígado 
(BAGGIO e DRUCKER, 2007). O GLP-1 também é capaz de regular a função 
cardiovascular, pois os seus receptores são expressos em cardiomiócitos e também 
detectados no vaso sanguíneo em células endoteliais e musculares lisas (DAI et al., 
2013; USSHER e DRUCKER, 2013). 
Pela ação do controle glicêmico do GLP-1, os inibidores da DPP-4 são 
fármacos que foram aprovados para controle glicêmico como monoterapia para 
diabetes ou concomitante com a mudança de estilo de vida e outros tratamentos 
medicamentosos. Porém, alguns estudos têm mostrado que os inibidores da DPP-4 
tem efeito protetor na função cardiovascular (DICKER, 2011) reduzindo o risco de 
doenças como a hipertensão, aterosclerose, acidente vascular cerebral, e doença 
renal crônica (AROOR et al., 2014). 
Independente do seu efeito insulinotrópico, o GLP-1 tem efeitos favoráveis 
direto no músculo cardíaco e vascular. No coração, o GLP-1 aumenta a captação de 
glicose pelo miocárdio resultando na melhora da função cardíaca. Já no sistema 
vascular, o GLP-1 estimula a proliferação de células endoteliais e aumenta a 
biodisponibilidade de NO (BHASHYAM et al., 2010; FADINI e AVOGARO, 2011). O 
inibidor da DPP-4 aumenta a resposta vasodilatadora no leito vascular à acetilcolina 
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(vasodilatador dependente do endotélio), enquanto a resposta vascular ao 
nitroprussiato de sódio (vasodilatador independente do endotélio) permanece 
inalterada, melhorando a função endotelial em pacientes com diabetes tipo 2 
(POPPEL et al., 2011). Dai et al. (2013) mostraram que o GLP-1 desempenha um 
papel importante na modulação do estresse oxidativo. O GLP-1 aumenta a atividade 
mitocondrial, a glicose intracelular e diminui a captação de glicose, o que permite 
uma função adequada da CMLV (MORALES et al., 2014). Este substrato também 
atenua a formação da neoíntima e a proliferação das CMLV induzida pela DPP-4 
após lesão vascular (HIRATA et al., 2013; TERAWAKI et al., 2014).  
O GLP-1 tem efeito de relaxamento NO dependente em artéria pulmonar pré-
contraída com noradrenalina (GOLPON et al., 2001). Além disso, o GLP-1 tem 
efeitos protetores sobre as células endoteliais vasculares, aumentando a 
concentração de NO bioativo em consequência do aumento da atividade da eNOS 
por meio da fosforilação da serina 1177 pela via AMPK (proteína quinase ativada por 
monofosfato de adenosina). O análogo de GLP-1 reverte a diminuição da expressão 
gênica de eNOS , diminui a ativação de NF-κB e a fosforilação de IκBα, além de 
inibir o aumento da expressão gênica de moléculas de adesão celular vascular como 
VCAM-1 , ICAM-1 , E-selectina e MCP-1 causada por TNF-α (HATTORI et al., 2010). 
O crescimento endotelial está envolvido no reparo da função endotelial, a fim 
de manter a integridade da camada íntima, e na angiogênese, um processo de 
neovascularização sob certas condições fisiológicas ou patológicas. O agonista de 
GLP-1 estimula a proliferação de células endoteliais pela via de ativação PKA-PI3K / 
Akt-eNOS, podendo prevenir complicações vasculares (ERDOGDU et al., 2010). O 
GLP-1 também tem efeito benéfico sobre a pressão arterial média e melhora a 
disfunção endotelial provocada pela hipertensão (YU et al., 2003). 
Nystrom e colaboradores (2005) mostraram que o GLP-1 é capaz de causar 
relaxamento em artérias de condutância independente de NO. Green et al. (2008) 
demonstraram que o GLP-1 causa um relaxamento significativo em aorta de rato por 
meio de mecanismos que levam à estimulação de cAMP e subsequentemente 
abertura de canais de potássio dependente de ATP. 
 




Outro substrato que possui efeito sobre o sistema cardiovascular é o SDF-1α, 
também conhecido como CXCL-12. O SDF-1α é uma quimiocina de mediadores pró-
inflamatórios, que atua se ligando nos receptores de quimiocina do tipo 4 (CXCR4) e 
do tipo 7 (CXCR7) que estão acoplados à proteína G (SIERRA et al., 2004). Esta 
quimiocina tem a função de induzir a migração de monócitos, linfócitos e células 
progenitoras hematopoiéticas para locais de inflamação e induz à angiogênese 
(DUTT et al., 1998). Este substrato possui prolina como segundo aminoácido a partir 
da extremidade N-terminal, local onde a DPP-4 atua clivando e deixando na forma 
inativa (SIERRA et al., 2004).  
O SDF-1α é um dos fatores pro-angiogênicos que regula a liberação das 
células progenitoras endoteliais (CPEs) a migrarem para a área lesionada, a partir 
da medula óssea, auxiliando na recuperação do endotélio, por meio da migração e 
proliferação de células endoteliais locais (LI et al., 2012). A DPP-4, ao ser inibida, 
regula positivamente o SDF-1α plasmático e aumenta significativamente as CPEs 
circulantes, na qual fornecem proteção vascular por meio de reparação e 
neoangiogênese. (FADINI et al., 2010).  
O SDF-1 é capaz de melhorar o fluxo sanguíneo e aumentar a formação de 
novas arteríolas após uma doença arterial periférica causada por isquemia, além de 
ter um papel crucial no recrutamento de células progenitoras musculares lisas 
derivadas da medula óssea em resposta à lesão arterial e apoptose, dando origem a 
células musculares lisas neointimais e resultando na reparação fisiológica do tecido 
após lesão (ZERNECKE et al., 2005; SEGERS et al., 2011). 
 
1.8 Peptídeo natriurético cerebral (BNP) 
 
Além do GLP-1 e SDF-1α, o peptídeo natriurético cerebral (BNP) também é 
um substrato para a DPP-4. O BNP é um peptídeo liberado por fatores parácrinos 
locais quando há um aumento do estiramento da parede de átrios, ventrículos e 
alongamento dos miócitos, modulado por sobrecarga de pressão e volume 
(VANDERHEYDEN et al., 2004). Na cardiopatia, o aumento do ventrículo esquerdo 
está associado com a função endotelial coronária comprometida (NINOMIYA et al., 
2006). O BNP possui prolina, um dos preferenciais aminoácidos da DPP-4, na 
segunda posição na extremidade N-terminal (BRANDT et al., 2006) e atua se 
ligando no receptor de peptídeo natriurético do tipo A e B (NPR-A, NPR-B). Ambos 
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os receptores se encontram na glândula supra-renal e rim, porém o NPR-A também 
é encontrado em mais abundância em grandes vasos sanguíneos e NPR-B 
predomina no cérebro, em particular na glândula pituitária. O BNP- liga-se 
preferencialmente no NPR-A que ativa o cGMP e resulta no efeito natriurético e 
vasodilatador (VANDERHEYDEN et al., 2004). 
Nos rins, o BNP aumenta a filtração glomerular, inibe a reabsorção de sódio e 
água, e reduz a secreção de renina. Este efeito sobre o aumento da taxa de filtração 
glomerular eleva a pressão nos capilares glomerulares por meio da dilatação 
arteriolar aferente e constrição da arteríola eferente. O BNP inibe a reabsorção de 
sódio e água em todo o néfron, além disso, nos túbulos proximais renais, este 
substrato inibe a reabsorção de sódio e água por angiotensina II. Nas células 
musculares lisas, o BNP ocasiona o relaxamento independente de endotélio por 
atuar no NPR-A, aumentando os níveis de cGMP e ativa a proteína quinase I 
dependente de cGMP (PKGI), atuando nos canais de cálcio da membrana e do 
retículo endoplasmático, diminuindo os níveis de cálcio intracelular e a sensibilidade 
do sistema contrátil ao cálcio. Na insuficiência cardíaca ou no infarto agudo do 
miocárdio, o nível plasmático de BNP está aumentado 200 a 300 vezes mais em 
relação ao nível basal de um indivíduo saudável, a fim de manter a regulação da 
pressão sanguínea e o volume, por isso, o BNP é considerado um melhor marcador 
diagnóstico de insuficiência cardíaca e um preditor na vasodilatação endotélio-
independente (POTTER et al., 2006). 
 
1.9 Dipeptidil peptidase – 4 e inflamação 
  
A ativação do SNS está associada com aumento da inflamação, onde o 
sistema vascular é sensível a essa anormalidade, tendo como consequência a 
disfunção vascular (AROOR et al., 2014). A DPP-4 além de apresentar atividade 
enzimática, também possui outras funções celulares, como por exemplo, ativação ou 
inibição de citocinas e fatores de crescimento e também controle das funções de 
receptores de quimiocinas e adesão celular às proteínas específicas da matriz 
extracelular (LAMBEIR et al., 2003). 
Na lesão cardíaca, em modelo animal, a atividade da DPP-4 correlaciona-se 
com a quimiocina MCP-1 e sua inibição melhora significativamente a lesão do 
miocárdio pelo efeito anti-inflamatório da gliptina (inibidor da DPP-4), melhorando a 
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perfusão cardíaca e reduzindo marcadores inflamatórios (SALLES et al., 2016). Já 
na lesão aterosclerótica, por processo inflamatório, os inibidores da DPP-4 tem um 
imenso potencial terapêutico no tratamento da lesão (SINGH et. al, 2015). Ao inibir a 
DPP-4 reduz o acúmulo de monócitos e macrófago, suprime a proliferação de 
células musculares lisas e diminui a produção de TNF-α na área de lesão em parede 
vascular. (ERVINNA et al., 2013). O inibidor da DPP-4 reduz a expressão de 
citocinas inflamatórias em células endoteliais vasculares com efeito na prevenção da 
disfunção vascular (HWANG et al., 2015). 
Está bem esclarecido na literatura que o DPP-4 modula a expressão de 
citocinas pró-inflamatórias, bem como algumas citocinas também podem regular a 
expressão de DPP-4 (ERVINNA et al., 2013; SINGH et. Al, 2015; HWANG et al., 
2015; SALLES et al., 2016). O exemplo disso, interleucinas, interferon-γ, fatores de 
transcrição, como o NF-κB, regulam a expressão de DPP-4 em células, como 
linfócitos e hepatócitos (BAUVOIS et al, 1999; ERICKSON et al., 1999). Contudo, 
interleucina e interferon juntos podem resultar numa diminuição da atividade sérica 
de DPP-4 (MAES et al., 2001). Alguns estudos mostram que a enzima DPP-4 pode 
ser modulada em doenças cardíacas e está associada ao processo inflamatório e ao 
estímulo do sistema nervoso simpático continuamente aumentado (SANTOS et al., 
2013; MIYOSHI et al. 2014; SALLES et al. 2015, SALLES et al. 2016). O efeito da 
DPP-4 na modulação da resposta inflamatória, causado pelo aumento da atividade 
β-adrenérgica, resultando em disfunção vascular está pouco elucidado na literatura. 
Levando em consideração (1) o agravamento de doenças cardiovasculares 
pela ativação da via β-adrenérgica, (2) a associação do aumento da atividade da 
enzima DPP-4 em algumas doenças com processo inflamatório e (3) por sabermos 
pouco sobre o papel da DPP-4 em doenças vasculares, se faz necessário conhecer 
se a inibição da DPP-4 melhora a função vascular que pode ser prejudicada pela 
hiperatividade β-adrenérgica. Apesar de existirem alguns estudos sobre o tratamento 
de doenças cardíacas por meio do uso das gliptinas (inibidores da DPP-4), não se 
tem muitas informações sobre a inibição da DPP-4 em doenças vasculares. Nesse 
sentido, nossa hipótese é que a DPP-4 pode ser eficaz em melhorar o processo 
inflamatório e função vascular, podendo ser considerado como um potente fármaco 
para tratamentos clínicos em pacientes que possuem prejuízos no sistema vascular 
































2.1. Objetivo geral 
 
Testar a hipótese de que a inibição da DPP-4 previne a disfunção vascular e 
atenua o processo inflamatório causado pela hiperatividade β-adrenérgica. 
 
2.2. Objetivos específicos 
 
I) Investigar o papel da DPP-4 na disfunção vascular induzida pela 
hiperatividade β-adrenérgica. 
II) Estudar a modulação dos fatores inflamatórios no vaso relacionados à 
inibição da DPP-4 no modelo de hiperatividade β-adrenérgica. 
III) Avaliar, em modelo celular, a modulação da DPP-4 pela hiperatividade 
β-adrenérgica. 
IV) Avaliar, em modelo celular, a modulação dos fatores inflamatórios 

































Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus), machos, pesando entre 
300 à 350g. Os ratos foram fornecidos pelo Biotério Central do Centro de Ciências 
da Saúde da Universidade Federal do Espírito Santo. Todos os animais foram 
mantidos em ciclo claro-escuro de 12/12 horas, com livre acesso a água e ração em 
caixas coletivas com no máximo 4 animais em cada caixa, em ambiente com 
temperatura (20-24 ºC) e umidade controladas (40-60 %). Todos os protocolos 
experimentais foram aprovados e autorizados de acordo com os princípios éticos do 
Colegiado Brasileiro de Experimentação Animal e previamente aprovado pela 
Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito Santo 
sob o número 09/2016. 
Os animais foram separados aleatoriamente em três grupos experimentais: 
grupo veículo (VHC), grupo isoproterenol (agonista β-adrenérgico não seletivo) (ISO) 
e grupo isoproterenol mais sitagliptina (inibidor da enzima DPP-4) (ISO+SITA). O 
grupo VHC recebeu volume de 0,3 mL/kg/dia de óleo de soja. O grupo ISO foi 
tratado na concentração de 0,4 mg/kg/dia suspenso em 0,1 mL de óleo de soja. No 
laboratório LFT foi incluído o grupo CTRL (ratos tratados com injeções subcutâneas 
de solução salina) para verificar se o óleo de soja tem efeito sobre a reatividade 
vascular. Todas as infusões foram feitas via subcutânea, na região dorsal próximo a 
nuca por 7 dias consecutivos. A sitagliptina (Merck, Kenilworth, NJ) foi administrada 
por gavagem (200 mg/kg; 2 vezes ao dia) simultaneamente com o tratamento com 
isoproterenol.  
 
3.2. Teste de esforço máximo 
 
O teste de esforço máximo constituiu em um teste escalonado em esteira 
motorizada para ratos com 6 baias individuais com altura 180 mm, largura interna 97 
mm, comprimento de 385 mm (Sciencelabor, modelo SLP 033ª) por um período de 
seis dias, incluindo o período de adaptação. A adaptação foi realizada em cinco dias 
consecutivos que iniciou no segundo dia de tratamento e terminou no sexto dia. A 
adaptação ocorreu por um período de 10 minutos com velocidade incremental, 
33 
 
iniciando com velocidade de 7 metros/minutos até o tempo de 4 minutos, 
aumentando a velocidade para 9 metros/minutos até o tempo de 7 minutos e 
finalmente com velocidade de 13 metros/minutos até o tempo de 10 minutos. Após o 
período de adaptação e o último dia de tratamento os animais, foram submetidos ao 
teste de tolerância ao exercício na esteira para alcançarem o nível de esforço 
máximo. O teste iniciou com velocidade de 7m/min com incrementos progressivos a 
cada 3 minutos, até que fosse atingida a velocidade máxima suportada pelos 
animais, ou seja, a exaustão. A exaustão foi estimada como a incapacidade de 
locomoção do animal durante o teste e as variáveis analisadas foram o tempo total e 
a distância em metros percorrido por cada animal durante o teste de esforço 
máximo. 
 
3.3. Reatividade vascular 
 
Os ratos foram anestesiados com tiopental sódico (Thiopentax®) na dose 50 
mg/kg, administrada por via intraperitoneal, em seguida, eutanasiados e 
exanguinados. Após eutanásia, a amostras de sangue foram coletadas por meio de 
punção da aorta abdominal e as alíquotas de plasma foram separadas por 
centrifugação de sangue com heparina. As amostras foram armazenadas a −80 ° C. 
A aorta torácica foi cuidadosamente removida e colocada rapidamente em uma 
placa de Petri contendo solução de Krebs-modificado (em mM: NaCl 127; KCl 4,7; 
CaCl2.2H2O 2,5; MgSO4.7H2O 1,2; KH2PO4 1,17; NaHCO3 24; Glicose, 11; EDTA 
0,01) aerada com mistura carbogênica contendo 5 % de CO2 e 95 % de O2, em 
seguida foi dissecada e após remover o tecido conjuntivo foi cortada em anéis de 4 
mm. Cada anel foi imerso em cuba contendo 5 mL de solução de Krebs, com pH 7,4 
aquecida a 36,5°C e com adição da mistura carbogênica, cuidadosamente 
posicionados em dois aços inoxidáveis em formato de triângulos, fixados em um 
gancho inferior imóvel e outro superior móvel conectado a um transdutor de força 
isométrica, agregado a um sistema de aquisição de dados (MP 100 Biopac Systems, 
Inc; Santa Bárbara, CA- USA) que está conectado a um computador. Os anéis 
permaneceram em repouso por 45 minutos em tensão basal de 1g, reajustada 




3.3.1. Estímulo com cloreto de potássio (KCl) para avaliação da reatividade 
vascular 
 
Após a estabilização por 45 minutos, os anéis foram estimulados com KCl em 
concentração de 75 mM para avaliar a atividade contrátil do músculo liso vascular 
induzida por despolarização. Os anéis que não atingiram uma diferença de 
contração de um grama em relação ao valor basal foram excluídos. Em seguida, os 
anéis foram lavados com solução de Krebs por quatro vezes consecutivas, até 
retornar a tensão de repouso. Após 30 minutos de estabilização na tensão basal, os 
anéis eram estimulados novamente com a adição de KCL 75 mM nas cubas por 30 
minutos, para avaliar a contração máxima do músculo liso vascular e lavados 
novamente quatro vezes, até atingir a tensão basal. 
 
3.3.2. Integridade do endotélio 
 
Após pré-contração com fenilefrina 10-6M até atingir o platô, a integridade do 
endotélio foi qualitativamente verificada pelo grau de relaxamento (maior ou igual a 
80 % de relaxamento) causado por agonista muscarínico, acetilcolina 10-5M. 
 Os anéis que não relaxaram 80 % após acetilcolina foram descartados no 
grupo veículo, porém sabem-se que o isoproterenol causa disfunção endotelial, 
todos os anéis do grupo ISO foram considerados. 
Quando necessário, o endotélio foi removido mecanicamente por atrito nas 
paredes internas do vaso com o auxílio de uma haste de aço. A ausência do 
endotélio foi considerada quando o anel relaxava até 20 % causada pela acetilcolina 
10-5M. 
 
3.3.3. Efeito sobre a contração à fenilefrina em aorta com endotélio após 
tratamento crônico com isoproterenol e sitagliptina 
 
Após o teste de integridade do endotélio, os anéis foram lavados quatro vezes 
com a solução de Krebs e estabilizado por 30 min em tensão basal. Em seguida, os 
anéis de aorta com endotélio foram estimulados com concentrações crescentes e 
cumulativas de fenilefrina (10-10 a 3x10-4M) e os mesmos foram comparados entre os 





3.4. Tecidos e homogenatos 
 
A artéria torácica foi removida e armazenada em -80°C para obtenção de 
homogenato. As aortas foram processadas e homogeneizadas, em solução tampão 
(1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM Cloreto de magnésio, 5 mM KCl, 25 mM pH 7,5 
HEPES, 1 mM PMSF, 0,1 % Triton X-100), por sonicador ultrassônico de ponteira 
em vatagem 10, por oito vezes durante 5 segundos em intervalos de 10 segundos 
em gelo. O homogenato foi centrifugado por 15 min em 1200 RCF, temperatura a 
4°C e o sobrenadante foi armazenado em -80 ºC. 
O sangue foi colhido com punção em aorta abdominal, centrifugado por 15min 
em 1200 RCF, temperatura a 4°C e o plasma foi armazenado em alíquotas em -
80°C. 
 
3.5. Cultura celular 
 
3.5.1. Células endoteliais 
 
Linhagem de células endoteliais de veia umbilical humana (EAhy.926) foi 
comercialmente obtidas pelo ATCC (American Type Culture Collection -ATCC, 
Rockville, MD). Células endoteliais (CE) foram cultivadas em meio DMEM high 
glucose suplementado com 10 % de soro fetal bovino (FBS), penicilina 100 U/mL e 
estreptomicina 100 U/mL em uma estufa umidificada a 37 ºC e 5 % de CO2. Antes 
de realizar os estímulos, as células endoteliais foram submetidas a um processo 
denominado starving, na qual foram mantidas em meio de cultura com menor 
porcentagem de FBS (0,5 %), com o objetivo de colocar todas as células na mesma 
fase do ciclo celular. 
 
3.5.2. Células musculares lisas 
Para extração de células musculares lisas foi utilizada a técnica de explante 
da aorta torácica. Após o animal ser anestesiado com tiopental sódico (Thiopentax®) 
na dose 50 mg/kg, por via intraperitoneal, a artéria aorta foi retirada do animal e 
colocada em placa de Petri contendo solução PBS + Penicilina 100 U/mL e 
estreptomicina 100 U/mL, onde foi realizada a retirada do tecido conjuntivo e a 
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artéria foi levada para o fluxo laminar em tubo falcon contendo PBS + Penicilina 100 
U/mL e estreptomicina 100 U/mL. Todos os passos seguintes foram realizados 
dentro da capela sob condições assépticas. A aorta foi aberta longitudinalmente com 
o auxílio de uma tesoura cirúrgica, por meio de força mecânica realizada no lúmen 
do vaso com uma pinça cirúrgica, foi feita a retirada da camada de células 
endoteliais do vaso e então a artéria foi cortada em fragmentos de aproximadamente 
2 mm x 2 mm, estes fragmentos foram então colocados em uma placa de cultura de 
6 poços  pré-tratadas com gelatina (3 %), com a camada muscular em contato com a 
placa. 
Os fragmentos foram mantidos em meio de cultura DMEM high glucose 
suplementado com 20 % de soro fetal bovino, Penicilina 100 U/mL e estreptomicina 
100 U/mL e Glutamina (200 mM) em estufa umidificada a 37 ºC e 5 % de CO2. O 
meio de cultura foi trocado a cada 72 horas.  
Passado cerca de sete a dez dias foi comprovado a aparição de CMLs 
procedentes dos explantes teciduais, as quais se aderiam ao fundo da placa em que 
estavam e, assim, cresciam e multiplicavam-se. Quando as células atingiam 
confluência aproximada de 80 %, cerca de 15 dias após  a extração, as CMLs foram 
tripsinizadas. Para isso, as células foram lavadas 2 vezes com PBS sem cálcio 
(Ca2+) e sem magnésio (Mg2+),  após a lavagem, foi adicionado tripsina-EDTA a 
0,05 % durante 3 min na incubadora a 37 ºC, com o objetivo de facilitar a suspensão 
das células do fundo das placas. Em seguida, a tripsina foi neutralizada com meio de 
cultura DMEM+F12, 10 % FBS, Penicilina 100 U/mL e estreptomicina 100 U/mL e 
Glutamina (200 mM), as células foram semeadas em garrafas de 75 cm2 e mantidas 
em estufa umidificada a 37 ºC e 5 % de CO2. Para manter o crescimento 
exponencial, após atingirem 100 % de confluência, as células foram tripsinizadas e 
30 % das células foram devolvidas para a garrafa. Cada tripsinização / repique, foi 
realizada com uma frequência media entre 4 e 7 dias.   
Para realização dos protocolos experimentais, foram utilizadas células sempre 
entre a quarta e quinta passagem. 
 
3.6. Atividade enzimática da dipeptidil peptidase-4 
 
A atividade da DPP-4 foi determinada seguindo o protocolo de Girardi et al., 




3.6.1 Plasma e homogenatos de aorta 
 
As amostras de plasma e homogenatos de aorta foram misturados cada um 
em aparelho agitador vórtex e pipetado 15uL de amostra com 185 ul de solução 
tampão de ensaio (Tris-HCl 10 mM, pH 7,6) mais substrato (H-Gly-Pro-pNA · p-
tosylate, 2 mM) em cada poço na placa de 96 wells.  A absorbância foi determinada 
em medidas duplicatas ou triplicatas utilizando um leitor de microplacas Varioskan™ 
(emissão 405 nm) em 37°C, 25 leituras, intervalo de 2 minutos por leitura. 
 
3.6.2 Células endoteliais e musculares lisas 
 
As células endoteliais (EAhy.926) e CMLV foram plaqueadas a uma 
densidade de 65x104 células/well e 50x104 células/well, respectivamente em placas 
de 6-well até atingirem a confluência de 90 % e foram submetidas a starving por 3 
horas, nas quais foram mantidas em meio de cultura com 0,5 % de FBS. As células 
endoteliais e CMLV foram estimuladas com concentrações moleculares de 
isoproterenol em 10-9 M à 10-5 M e 10-7 M à 10-4 M, respectivamente e após 24 e 48 h 
foram tratadas com solução PBS-cálcio + Substrato 4 mM no volume de 200 μl + 
acetato de sódio no volume de 500 μl. O meio foi pipetado e transferido 200 μl em 
cada well para uma placa de 96-wells. A absorbância foi determinada em medidas 
triplicatas utilizando um leitor de microplacas Varioskan™ (emissão 405 nm) em 37 
°C, leitura única. 
 
3.7. RT-PCR de citocinas inflamatórias 
 
O RNA total dos segmentos da aorta foi isolado utilizando o reagente Trizol® 
(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instruções do fabricante. 
Células endoteliais (EAhy.926) e CMLV foram plaqueadas a uma densidade 
de 2x104 células/well e 1,5x104 células/well, respectivamente em placas de 24-well 
até atingirem a confluência de 90 % e foram submetidas a starving por 3 horas, nas 
quais foram mantidas em meio de cultura com 0,5 % de FBS. Após a estimulação 
com isoproterenol e sitagliptina, o RNA total foi extraído usando o reagente Trizol® 
(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as recomendações do fabricante. As 
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análises de expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias (IL-1B e IL-6) e 
quimiocina MCP-1 foram examinadas por RT-PCR quantitativa realizadas na 
Universidade de São Paulo – USP. A expressão de ciclofilina A (5’–
TGGCAAGCATGTTGGGTCTTTGGGAG–3’;5’-
GGTGATCTTCTTGCTGGTCTGCCATTC–3’) foi utilizado como controle interno do 
experimento. 
 
3.8. Hipertrofia cardíaca 
 
Após 24h da última dose de tratamento, os ratos foram pesados, 
eutanasiados com dose letal de tiopental (100 mg/kg), administrada por via 
intraperitoneal. Em seguida foi realizada a reatividade vascular, o sangue foi colhido 
com punção em aorta abdominal, o coração foi removido e dissecado em ventrículo 
direito (VD) e ventrículo esquerdo (VE). Os ventrículos foram pesados úmidos e 
foram corrigidos pela relação do peso corporal. Esta relação foi utilizada como um 
índice de hipertrofia ventricular. 
 
3.9. Análise estatística 
 
Os resultados estão apresentados como médias ± EPM. O ' n ' ou o número 
nas colunas indicam o número de animais utilizados em cada grupo experimental. 
Para estatística inferencial, o nível de significância foi estabelecido em 5%. Todos os 
dados foram previamente submetidos ao teste para avaliação da distribuição normal 
D'Agostino & Pearson.  
As respostas contráteis ao KCl foram expressas como tensão desenvolvida 
pelo anel de aorta, em gramas de contração. Respostas vasoconstritoras à 
fenilefrina expressos como uma porcentagem da contração produzida por 75 
mM KCI para cada anel.  A resposta máxima (Rmáx) e o logaritmo negativo da 
concentração agonista que produz 50 % da resposta máxima (EC50) foram 
estimados por uma análise de regressão não-linear de cada curva de concentração-
resposta individual utilizando GraphPad Prism Software 6.0 (San Diego , CA, EUA). 
A comparação entre dois grupos foi realizada por teste t de Student não-pareado, e 
análise de variância ANOVA uma ou duas vias, para comparação em mais de dois 
grupos. Quando ANOVA apresentava significância estatística na reatividade 
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vascular, era realizado o pos-hoc de Bonferroni, nas demais análises, era realizado 
o pos-hoc de Tukey utilizando-se GraphPad Prism Software 6.0 (San Diego, CA, 
USA). Os resultados foram considerados estatisticamente significantes para valores 






























4.1. Valores do peso corporal  
 
Na tabela 1, avaliamos o peso corporal no início e no final do tratamento com 
isoproterenol e sitagliptina. Observamos que os grupos VHC, ISO e ISO+SITA não 
apresentaram diferenças estatísticas no peso corporal após o tratamento e entre os 
grupos. 
Peso corporal (g) no início e ao término do tratamento após 7 dias 
com isoproterenol e sitagliptina. 
 
Tabela 1: Peso corporal (g). VHC, veículo; ISO, isoproterenol; ISO+SITA; 
isoproterenol mais sitagliptina. ANOVA duas vias; teste pos hoc Tukey’s; Média ± 
EPM. 
 
4.2. Hipertrofia cardíaca 
 
A figura 1 mostra o efeito do isoproterenol no coração. Nas figuras 1A 
(ventrículo direito - VD), 1C (ventrículo esquerdo - VE) 1E (peso cardíaco), 
observamos o peso somente dos tecidos cardíacos e que o isoproterenol causou 
aumento do peso em relação ao grupo VHC e a sitagliptina não preveniu esse 
aumento; (VD, ISO: 27 %, ISO+SITA: 29 %; VE, ISO: 31 %, ISO+SITA: 27 %; peso 
cardíaco, ISO: 31 %; ISO+SITA: 29 %). Nas figuras 1B (ventrículo direito - VD), 1D 
(ventrículo esquerdo - VE) e 1F (peso cardíaco), avaliamos o efeito crônico do 
isoproterenol sobre o peso dos tecidos cardíacos em função do aumento do peso 
corporal. Observamos novamente o resultado de hipertrofia cardíaca causada pelo 
isoproterenol, onde a sitagliptina não preveniu (VD, ISO: 26 %, ISO+SITA: 39 %; VE, 
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ISO: 29 %, ISO+SITA: 27 %; peso cardíaco, ISO: 28 %; ISO+SITA: 29 %). Assim 
mostramos que a sitagliptina não está impedindo a ação do isoproterenol sobre a 
hipertrofia cardíaca. 
Figura 1: Peso cardíaco. (A) Peso do ventrículo direito, (B) Peso do ventrículo 
direito corrigido pelo PC, (C) Peso do ventrículo esquerdo, (D) Peso do ventrículo 
esquerdo corrigido pelo PC, (E) Peso cardíaco; (F) Peso cardíaco corrigido pelo PC. 
PC; peso corporal; VHC, veículo; ISO, isoproterenol; ISO+SITA, isoproterenol mais 
sitagliptina. Peso cardíaco, soma do ventrículo direito com ventrículo esquerdo. 
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ANOVA uma via; teste pos hoc Tukey’s; *p<0,05 ambos os grupos versus VHC. Os 
valores dentro das barras representam o “n” de cada grupo. 
 
4.3. Teste de esforço máximo 
 
Na figura 2, avaliamos o efeito crônico de isoproterenol na capacidade 
cardiorrespiratória por meio do teste de tolerância ao esforço máximo. Apesar de 
resultar em hipertrofia cardíaca causada pelo isoproterenol, a estimulação crônica da 
via β-adrenérgica do sistema nervoso simpático não alterou a função 
cardiorrespiratória, observados pela ausência de diferenças estatísticas entre os 
grupos VHC e ISO no tempo (Figura A) e na distância percorrida (Figura 2B) até a 
exaustão.  
 
Figura: 2: Teste de tolerância ao esforço máximo. (A) Tempo até exaustão; (B) 
Distância total percorrida até exaustão. VHC, veículo; ISO, isoproterenol. Teste t de 
Student bilateral. Os valores dentro das barras representam o “n” de cada grupo. 
 
 
4.4. Reatividade vascular 
 
Para avaliarmos o efeito do inibidor da DPP-4 sobre a disfunção vascular 
causada pela hiperatividade β-adrenérgica, realizamos reatividade vascular à 
fenilefrina (agonista α1- adrenérgico) em ratos tratados com isoproterenol e 
sitagliptina. Inicialmente os experimentos foram realizados no Laboratório de 
Fisiologia Translacional (LFT), acrescentando o grupo CTRL para verificar se o óleo 
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de soja do VHC também tem efeito sobre a reatividade vascular e os dados estão 
representados na Figura 3. 
Observamos que o isoproterenol causou hiper-reatividade à fenilefrina no 
grupo ISO em relação aos grupos CTRL e VHC. Observamos que não houve 
diferença entre os grupos VHC e CTRL, portanto nos próximos experimentos não 
incluímos o grupo CTRL. A resposta máxima à fenilefrina no grupo ISO foi maior que 
a desenvolvida pelos anéis do grupo CTRL e no grupo veículo VHC (Figura 3B). Já a 
sensibilidade, avaliada por EC50, foi semelhante entre todos os grupos (Figura 3C). 
 
 
Figura 3: Reatividade vascular realizada no LFT. (A) Curva concentração-
resposta à fenilefrina. (B) Resposta máxima (Rmáx). (C) Sensibilidade (EC50). 
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CTRL, controle; VHC, veículo; ISO, isoproterenol. ANOVA duas vias; teste pos hoc 
Bonferroni – reatividade vascular; ANOVA uma via; teste pos hoc Tukey’s – Rmáx e 
EC50, *p<0,05 ISO vs CTRL e VHC. Os valores dentro das barras e entre 
parênteses representam o “n” de cada grupo. 
 
Apesar de a fenilefrina ter produzido uma contração maior no grupo ISO em 
relação ao CTRL e VHC, a resposta máxima estava menor em relação aos 
resultados encontrados na literatura (Davel et al., 2006, 2008). Nesse sentido, foi 
realizado um novo experimento no Laboratório de Eletromecânica cardíaca e 
reatividade vascular (LEMC).  
Para avaliar o efeito do tratamento com inibidores da DPP-4 na função 
vascular, a reatividade à fenilefrina foi realizada em anéis aórticos isolados de ratos 
cronicamente tratados com isoproterenol (Figura 4). O tratamento com isoproterenol 
isolado (ISO) e concomitante com sitagliptina (ISO + SITA) não afetou a resposta 
contrátil ao KCl (VHC): 2,81 ± 0,46 g, ISO: 2,70 ± 0,40 g, ISO + SITA: 2,93 ± 0,34 g; 
P> 0,05). No entanto, o grupo ISO exibiu resposta contrátil significativamente 
aumentada à fenilefrina que foi impedida pela inibição da DPP-4 (Figura 4). 
 
 
Figura 4: Efeitos da sitagliptina na reatividade vascular. Curvas de 
concentração-resposta para PHE. VHC, veículo; ISO, isoproterenol; ISO + SITA, 
isoproterenol mais sitagliptina; E+ (endotélio preservado). Anova duas vias; teste pos 
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hoc Bonferroni. * p <0,05 ISO vs grupos VHC e ISO + SITA. Os valores entre 
parênteses representam o "n" de cada grupo. 
 
 A Figura 5 mostra os resultados da reatividade vascular no anel aórtico após 
a remoção mecânica da camada endotelial. Podemos observar que a remoção do 
endotélio aumentou a resposta vasoconstritora à fenilefrina no grupo VHC (Fig. 5A), 
porém no grupo ISO a resposta contrátil foi semelhante entre os anéis com (E+) ou 
sem (E-) o endotélio (Fig. 5B). A Figura 2C mostra que no grupo ISO + SITA houve 
também uma diferença significativa na resposta contrátil à fenilefrina após a 
remoção endotelial, mostrando que a sitagliptina preveniu a disfunção endotelial 
causada pelo isoproterenol. A figura 2D mostra os resultados do delta da área sob a 
curva. 
 
Figura 5: Efeitos da remoção do endotélio (E-) nas curvas de concentração-
resposta à fenilefrina (Phe). A) VHC, veículo; B) ISO, isoproterenol; C) ISO+SITA, 
isoproterenol mais sitagliptina. ANOVA duas vias; teste pos hoc Bonferroni. + p 
<0,05 versus grupo endotélio (E +). D) Delta da área sob a curva calculada 
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subtraindo a média da área sob a curva do grupo com endotélio (E+) pareado pelo 
grupo sem endotélio removido mecanicamente (E-); Teste t student bilateral; * p 
<0,05 ISO versus grupos VHC e ISO+SITA. Os valores dentro das barras 
representam o "n" de cada grupo. 
 
4.5. Atividade da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) in vivo 
 
Na figura 6 e 7 mostramos a atividade da DPP-4 avaliada, respectivamente, 
no plasma e na aorta, após tratamento crônico com isoproterenol e sitagliptina. Na 
figura 6 o grupo ISO não apresentou alteração na atividade plasmática da DPP-4, 
enquanto o tratamento com sitagliptina diminuiu a atividade da DPP-4 em 39 %. 
 
 
Figura 6: Atividade da DPP-4 plasmática. VHC, veículo; ISO, isoproterenol; 
ISO+SITA, isoproterenol mais sitagliptina. ANOVA uma via; teste pos hoc Tukey’s. 
*p<0,05 ISO+SITA vs VHC e ISO. Os valores dentro das barras representam o “n” 
de cada grupo. 
 
Na figura 7, analisamos a atividade da DPP-4 na aorta após tratamento 
crônico com isoproterenol. Observamos que a atividade da DPP-4 não apresentou 




Figura 7: Atividade da DPP-4 em aorta. VHC, veículo; ISO, isoproterenol. Teste t 
student bilateral. Os valores dentro das barras representam o “n” de cada grupo. 
 
4.6. Expressão Gênica de citocinas inflamatórias in vivo 
 
Tendo em vista que a inflamação desempenha um papel fundamental na 
disfunção vascular, avaliamos os níveis de marcadores inflamatórios e se o inibidor 
da DPP-4 tem um efeito anti-inflamatório (Figura 8). O tratamento com isoproterenol 
aumentou a expressão de RNAm das citocinas pró-inflamatórias IL-1β (Fig. 8A, 86 
%), IL-6 (Fig. 8B, 45 %) e MCP-1 (Fig. 8C, 84 %), enquanto a sitagliptina reduziu 




Figura 8. Expressão gênica de citocinas inflamatórias na aorta. A) IL-1β, B) IL-6, 
C) MCP-1. VHC, veículo; ISO, isproterenol; ISO+SITA, isoproterenol mais 
sitagliptina. ANOVA uma via; teste pos hoc Tukey’s. * p <0,05 ISO versus grupos 
VHC e ISO+SITA. Os valores dentro das barras representam o "n" de cada grupo. 
 
4.7. Atividade da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) in vitro (CMLV) 
 
Na figura 9 observamos a atividade da DPP-4 in vitro em CMLV tratadas com 
isoproterenenol por 24hrs (figura 9A) e 48hrs (figura 9B). Observamos que não 
houve diferença significativa entre os grupos em diferentes concentrações de ISO 




Figura 9: Atividade da DPP-4 em cultura celular de músculo liso vascular. A) 
24h após estímulo; B) 48h após estímulo. CTRL, controle; ISO, isproterenol; 
concentrações de 10-7M, 10-6M, 10-5M, 10-4M. ANOVA uma via; teste pos hoc 
Tukey’s. Os valores dentro das barras representam o “n” de cada grupo. 
 
 
4.8. Expressão Gênica de citocinas inflamatórias in vitro (CMLV) 
 
Na figura 10, observamos o efeito do tratamento com isoproterenol sobre a 
expressão gênica de citocinas inflamatórioas em CMLV. Observamos que o 
isoproterenol na dose 10-5M não alterou a expressão das citocinas inflamatórias nas 




Figura 10. Expressão gênica de citocinas inflamatórias em CMLV. A) IL-1β, B) 
IL-6, C) TNF-α, D) TGF-β. CTRL, E) MCP-1. CTRL, controle; ISO, isproterenol, 
concentração de 10-5M; 24h após estímulo; 48h após estímulo. ANOVA uma via; 
teste pos hoc Tukey’s. Os valores dentro das barras representam o “n” de cada 
grupo. 
 
4.9. Atividade da dipeptidil peptidase-4 (DPP-4) in vitro (Células endoteliais) 
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A Figura 11 mostra os dados obtidos em células endoteliais. Observamos que 
o isoproterenol aumentou a atividade da DPP-4 após 48 horas de estimulação (Fig. 
11B).  
Figura 11: Atividade da DPP-4 em cultura celular endotelial. A) 24h após 
estímulo; B) 48h após estímulo. CTRL, controle; ISO, isoproterenol; concentrações 
de 10-9M, 10-8M, 10-7M, 10-6M, 10-5M. ANOVA uma via; teste pos hoc Tukey’s. * p 
<0,05 ISO versus CTRL. Os valores dentro das barras representam o “n” de cada 
grupo. 
 
4.10. Expressão Gênica de citocinas inflamatórias in vitro (Células endoteliais) 
 
Semelhante ao observado in vivo, o isoproterenol aumenta as citocinas 
inflamatórias, (Fig. 12A IL-1β, 49 %; Fig 5B IL-6, 39 %; Fig 5C MCP-1, 43 %, p 
<0,05). A sitagliptina reduziu para o nível basal todas as expressões gênicas. Por 
meio destes resultados, podemos mostrar que a estimulação -adrenérgica induziu o 





Figura 12. Expressão gênica de citocinas inflamatórias em células endoteliais. 
A) IL-1β, B) IL-6, C) MCP-1. CTRL, controle; ISO, isproterenol, concentração de 10-
5M; 24h após estímulo; 48h após estímulo. ANOVA uma via; teste pos hoc Tukey’s. 
































Nosso estudo demonstra que o inibidor da DPP-4, a sitagliptina, melhora a 
função endotelial, avaliada pela hiperatividade vascular e melhora o processo 
inflamatório vascular, observada pela diminuição de citocinas pró-inflamatórias in 
vivo e in vitro que foram comprometidos em resposta à estimulação β-adrenérgica 
crônica. Estes resultados mostram que as gliptinas podem atuar como 
hipoglicemiantes orais, como já utilizadas na clínica médica, além disso, serem 
eficazes também para a prevenção e tratamento de pacientes que possuem 
doenças vasculares acometidas pelo aumento da atividade β-adrenérgica. 
Neste estudo, a inibição da DPP-4 não foi capaz de prevenir a hipertrofia 
cardíaca causada pelo isoproterenol. Existem dois estudos que utilizaram o inibidor 
da DPP-4 em um modelo hiperatividade β-adrenérgica. Miyoshi et al. (2014) 
mostraram que a inibição da DPP-4 foi capaz de prevenir a hipertrofia cardíaca. No 
entanto, eles usaram uma dose 6 vezes maior de isoproterenol, o que levou a um 
maior grau de hipertrofia cardíaca (38 %), enquanto a vildagliptina reduziu para 29 
%. Ikeda et al. (2016) mostraram em seu estudo que a administração crônica de 
isoproterenol causou hipertrofia cardíaca de 28 %, enquanto a inibição da DPP-4 
diminuiu a hipertrofia cardíaca para 21 %. Neste estudo, os autores usaram como 
inibidor da DPP-4 a saxagliptina e em nosso trabalho  utilizamos a sitagliptina. Em 
ambos os estudos, a hipertrofia cardíaca no grupo inibidor da DPP-4 ainda era 
superior a 20 % em comparação ao grupo controle, semelhante ao observado em 
nossos dados. 
O aumento da atividade simpática causa doenças cardiovasculares e 
aumenta o risco de mortalidade (ABBOUD, 2010). Nesta pesquisa, o tratamento com 
isoproterenol é capaz de causar hipertrofia cardíaca, mas não é capaz de 
comprometer a capacidade cardiorrespiratória, avaliada de forma indireta pelo 
simples teste de esforço máximo ao exercício. O teste de esforço máximo é utilizado 
para avaliação da aptidão cardiovascular e nos nossos resultados não observamos 
diferenças no tempo e na distância percorrida no grupo tratado com isoproterenol. 
Davel et al. (2006) mostraram que o tratamento com isoproterenol por 7 dias 
produziu hipertrofia ventricular direita e esquerda, mas não apresentou alterações 
significativas no peso corporal, na frequência cardíaca e na pressão arterial média. 
Estudos anteriores também mostraram que o tratamento crônico com isoproterenol 
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causou hipertrofia cardíaca sem apresentar alterações significativas na dinâmica 
cardíaca ou peso corporal (VASSALLO et al., 1988; BUSATTO et al., 1999; 
MURRAY et al., 2000), sugerindo que o tempo de tratamento não foi suficiente para 
causar insuficiência cardíaca. 
Curiosamente, mostramos pela primeira vez que o tratamento com sitagliptina 
previne a disfunção vascular causada pelo estímulo β-adrenérgico crônico. 
Matsubara et al. (2012) mostraram que em camundongos com dieta hiperlipídica 
houve comprometimento do vasorelaxamento dependente do endotélio e quando os 
animais são tratados com sitagliptina, o relaxamento vascular induzido é 
significativamente melhorado. Bucci et al. (2004) mostraram que o relaxamento 
vascular dependente do endotélio induzido pela acetilcolina está fortemente 
comprometido em camundongos diabéticos. Vellecco et al. (2016) mostraram que 
após o tratamento dos camundongos diabéticos com o inibidor da DPP-4, a 
linagliptina foi capaz de melhorar significativamente o relaxamento vascular induzido 
pela acetilcolina e pela isoprenalina. Shah et al. (2011b) mostraram que a inibição da 
DPP-4 foi capaz de induzir relaxamento vascular dependente do endotélio de 
segmentos da aorta independente do substrato GLP-1. Este resultado mostra que a 
inibição da DPP-4 pode ser uma nova estratégia terapêutica para doenças 
vasculares. 
Atualmente o endotélio não é considerado como uma mera barreira 
seletivamente permeável entre a corrente sanguínea e a parede vascular e sim é 
reconhecido como um órgão homeostático fundamental para a regulação do tônus e 
da estrutura vascular (VERSARI et al., 2009). Em condições normais, a estimulação 
endotelial induz a produção de agentes que regulam a função vasomotora, 
desencadeiam processos inflamatórios e controla a homeostasia vascular. Em 
condições patológicas, incluindo a presença de fatores de risco cardiovascular, o 
endotélio sofre alterações funcionais e estruturais e perde seu papel protetor 
(VANHOUTTE, 1989). 
O estudo aprofundado das camadas vasculares nos leva a observar que a 
inibição da DPP-4 previne a disfunção endotelial causada pelo isoproterenol, quando 
mostramos que ao retirar mecanicamente o endotélio, o grupo tratado com 
sitagliptina, assim como o grupo veículo, tem um aumento da reatividade vascular, 
diferente do grupo isoproterenol, que a resposta à fenilefrina aumenta na mesma 
proporção que os anéis sem retirar mecanicamente o endotélio. Shah et al. (2011a) 
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mostraram que a inibição da DPP-4 foi capaz de diminuir as placas ateroscleróticas 
com a diminuição da migração de monócitos inflamatórios e indução do relaxamento 
vascular dependente do endotélio dos segmentos aórticos, sugerindo que os efeitos 
antiinflamatórios podem mediar melhorias na função endotelial. Davel et al. (2008) 
mostraram que o processo inflamatório provoca disfunção endotelial, avaliada pelo 
aumento da expressão gênica e protéica de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e 
IL-6, expressão da proteína nuclear da subunidade p65 do NF-κB e sua atividade em 
aortas de ratos. Mais recentemente, Steven et al. (2015) mostraram que a 
inflamação induzida por Lipopolissacarídeos (LPS) no vaso prejudicou a função de 
relaxamento endotelial e que a inibição da DPP-4 também foi capaz de prevenir a 
inflamação vascular e o relaxamento endotelial prejudicado pelo LPS. 
A DPP-4 além de está presente em alguns tecidos, também está presente nos 
fluídos corporais como o plasma, na forma de enzima solúvel. Alguns estudos tanto 
em pacientes, quanto em modelo animal, mostraram que na insuficiência cardíaca, a 
atividade plasmática do DPP-4 foi significativamente maior que indivíduos normais e 
animais controles (SANTOS et al., 2013). Como vimos anteriormente, nossos 
resultados não causa insuficiência cardíaca e mostramos que a estimulação crônica 
com isoproterenol não causa diferença significativa na atividade plasmática do DPP-
4, assim como Miyoshi et al. em 2014, mostraram que após sete dias de tratamento 
com isoproterenol em ratos wistar não teve diferença da atividade do DPP-4 no 
plasma. 
Nossos achados podem ter implicações importantes para o tratamento 
inflamatório que pode levar à disfunção endotelial, como mostramos aqui que a 
sitagliptina previne o aumento vascular de citocinas inflamatórias (IL-6, IL-1-β, MCP-
1) por estimulação β-adrenérgico crônica na aorta de ratos. Murray et al. (2000) já 
havia mostrado que a estimulação β-adrenérgica crônica com isoproterenol levou à 
expressão gênica e à produção proteica de TNF-α, IL-1β e IL-6 no miocárdio, sem 
alterar citocinas na circulação sistêmica. Miyoshi et al. (2014), mostraram que o 
estimulo β-adrenérgico duradouro causou aumento de citocinas inflamatórias no 
coração e que o inibidor da DPP-4 foi eficaz para diminuir esse processo 
inflamatório. A IKKβ causa a ativação NFκB por fosforilar a proteína IκBα que 
quando ligada ao NFκB, inibe sua translocação para o núcleo para iniciar a 
transcrição de gene pró-inflamatório (ZANDI et al., 1997). O CCR-2 é um receptor 
para o MCP-1, que é uma quimiocina que medeia a quimioatração de monócitos, 
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contribuindo para respostas inflamatórias locais (DAUGHERTY e SPRINGER, 1997). 
Makdissi et al. (2012) demonstraram no ser humano que a sitagliptina exerce um 
efeito antiinflamatório abrangente e potente. Houve uma supressão da ligação 
intranuclear de NFkB e a expressão de IKKβ, CCR-2 e CD26 em amostra sanguínea 
de pessoas que receberem um tratamento com a sitagliptina em jejum. Isto é, a 
sitagliptina tem efeito anti-inflamatória pré-prandial, mostrando que o efeito na 
inflamação não tem influencia direta do GLP-1. Outros estudos como Matsubara et 
al. (2012) conjuntamente corroboram com nossos dados. Os autores mostraram que 
o tratamento com inibidor DPP-4 reduziu significativamente a expressão de IL-6, IL-
1-β, TNF-α, MCP-1, VCAM-1 e ICAM-1 no tecido aórtico e reduziu a lesão 
aterosclerótica, melhorando a disfunção endotelial em camundongos deficientes de 
apoE. Steven et al. (2005) mostraram que diferentes inibidores da DPP-4 tais como 
linagliptina, sitagliptina e liragliptina diminuíram os níveis de expressão gênica de 
citocinas em IL-6, TNF-α, MCP-1, VCAM-1 e ICAM-1 na aorta de camundongos 
sépticos. 
O comprometimento com a disponibilidade de óxido nítrico (NO) representa 
um dos principais eventos na disfunção vascular (DAVEL et al., 2006). A produção 
eficiente de NO é assegurada pela ativação da eNOS, mediada pela Akt. O 
relaxamento endotelial é mediado pelo NO, em consequência da fosforilação da 
eNOS pela via PI3K/Akt. Uma eNOS funcional oxida o seu substrato L-arginina, 
produzindo L-citrulina e NO (DUDA et al., 2004). Linardi et al. (2004) mostraram que 
ao inibir a eNOS por quatro semanas aumentou a atividade e expressão da DPP-4 
em tecido aórtico de rato, e sugere que esse aumento ocorreu mais provavelmente 
ao nível do endotélio, visto que as células musculares lisas são aparentemente 
desprovidas dessa enzima. A atividade da DPP-4 não é alterada com o tratamento 
crônico com isoproterenol na aorta em nosso estudo, e sugerimos que, como 
também não altera nas células musculares lisas, a camada de músculo liso no 
homogenato mascarou o efeito do endotélio. 
A inibição da DPP-4 modula a função endotelial, já que neste estudo 
demonstramos que o estímulo crônico com isoprotorenol aumenta a atividade da 
DPP-4 nas células endoteliais e a inibição da DPP-4 impede o aumento dos 
marcadores inflamatórios causados pela hiperestimulação β-adrenérgica. Embora os 
substratos relatados de DPP-4 sejam numerosos, não há estudos mostrando 
substratos expressos em células endoteliais (GORRELL et al., 2006; LONE et al., 
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2010). Evidências recentes sugerem que os inibidores da DPP-4 podem modular 
diretamente a progressão inflamatória no endotélio sem o envolvimento de 
substratos conhecidos. Matheeussen et al. (2011) mostraram que a própria enzima 
DPP-4 é expressa em células endoteliais, especialmente na circulação 
microvascular. Um possível mecanismo é que através do domínio transmembranar e 
da cauda intracelular da DPP-4, a enzima modula as vias intracelulares relacionadas 
ao processo inflamatório e à disfunção endotelial, pois, quando inibida, aumenta a 
ativação das vias endoteliais e reduz a ativação de sinais pró-inflamatórios (SHAH 
ET AL., 2011a; HWANG et al., 2015; SHINJO et al., 2015). Hwang et al. (2015), 
mostraram que no tratamento de células endoteliais vasculares usando gemigliptina 
para inibir DPP-4, reduziu significativamente a expressão de citocinas inflamatórias 
induzidas por LPS , ativando AMPK e Akt e reduzindo a ativação de sinais pró-
inflamatórios como NF-kB e JNK. Outro estudo mostra que, em células endoteliais 
cultivadas, a alogliptina aumentou a ativação da via Akt-eNOS e induziu a liberação 
de NO (SHAH et al., 2011a). Assim, o resultado justifica a utilização do inibidor da 
DPP-4 para proteger as células endoteliais dos efeitos inflamatórios provocados pela 
hiperestimulação β-adrenérgica. 
Em conclusão, nosso estudo demonstra claramente que a inibição da DPP-4 
pela sitagliptina melhora a disfunção vascular e atenua significativamente a 
inflamação endotelial em um modelo experimental hiperatividade β-adrenérgica, no 
qual pode ser considerada com uma nova estratégia preventiva e terapêutica eficaz 
para diminuir o aparecimento e desenvolvimento de complicações vasculares, além 






























Nosso estudo demonstra, pela primeira vez, que o inibidor da DPP-4, 
sitagliptina, melhora a disfunção e inflamação vascular causada pela 
hiperestimulação β-adrenérgica. Mostramos que esse efeito é a nível endotelial, 
visto que a reatividade vascular de anéis sem endotélio é melhorada em animais 
tratados com sitagliptina após exposição crônica ao isoproterenol, além de que a 
estimulação crônica β-adrenérgica não altera a atividade da DPP-4 e a expressão 
gênica de citocinas pró-inflamatória em células musculares lisas, mas altera em 
células endoteliais. A sitagliptina não é capaz de prevenir a hipertrofia cardíaca 
causada pelo isoproterenol, mostrando que o inibidor não impede a ação sistêmica 
do agonista β-adrenérgico, mas a dose utilizada é suficiente para prevenir alterações 
no sistema vascular, mostrando que mesmo em pequena dose já é satisfatório para 
prevenção de disfunção endotelial. 
 
 
Figura 13: Figura esquemática. Mecanismo pelo qual o isoproterenol causa 
disfunção endotelial pelo aumento da atividade da DPP-4 e citocinas pró-
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Para mimetizar a hiperatividade β-adrenérgica, utilizamos o isoproterenol (um 
agonista não-seletivo para receptores β-adrenérgico). Inicialmente, foi escolhida a 
concentração de isoproterenol de acordo com a literatura a fim de causar disfunção 
vascular e hipertrofia cardíaca (DAVEL et al., 2008; DAVEL et al., 2006). A 
hipertrofia cardíaca é o parâmetro de efeito crônico do isoproterenol. Definimos a 
concentração de 0,4 mg/kg/dia, administrada através de óleo de soja tratados por 7 
dias. Para montar o protocolo para diluição de isoproterenol, testamos em água, 
etanol e óleo.  O isoproterenol na concentração de 20 mg/mL foi facilmente diluído 
em água e etanol, porém no óleo não foi homogeneizado, como vemos na Figura 14. 
 
Figura: 14: (A) isoproterenol diluído em etanol à esquerda e água destilada à direita. 




Em seguida, descartamos a diluição direta no óleo. A pequena quantidade de 
isoproterenol diluído em água, não homogeneizou no óleo, pela diferença de 
polaridade, porém o etanol diluiu facilmente no óleo de soja. 
 
Figura: 15: Isoproterenol homogeneizado em óleo de soja, à esquerda diluído em 
água e à direita, diluído em etanol. 
 
Após a definição da diluição do isoproterenol, definimos o local de aplicação 
no animal, via subcutânea. A princípio, a aplicação foi feita na pata do animal, 
atravessando o músculo da coxa e injetando no subcutâneo. Porém houve um 
acumulo de óleo de soja no músculo e não causou hipertrofia cardíaca, como mostra 




Figura: 16: Óleo de soja acumulado formando bolha em músculo da coxa. 
Em seguida, foi aplicada em dorso do animal, na região subcutânea, próximo 
a coluna torácica com tricotomia no local, porém ocorreu vazamento sem efeito de 
hipertrofia cardíaca. 
 
Figura: 17-A: Extravasamento do óleo de soja. 
Logo após, foi injetado em dorso da nuca via subcutânea. Foi feito uma prega 
entre o dedo indicador e o polegar, injetado com agulha hipodérmica curta 
(25x7mm), passando apenas pela derme, o mais próximo da superfície, formando 
uma pápula após a administração da substância. A partir disso, não houve mais 
extravasamento e foi dado continuidade em outros experimentos. 
 
Figura: 17-B: Administração via subcutânea em dorso da nuca. 
 






Os grupos CTRL 7d, VHC 7d e ISO 7d foram tratados por 7 dias 
consecutivos, e os grupos VHC 15d e ISO 15d foram tratados por 15 dias 
consecutivos. Após 24h da última dose de tratamento, os ratos foram pesados, 
eutanasiados com dose letal de tiopental (100 mg/kg), administrada por via 
intraperitoneal. O coração foi removido e dissecado em ventrículo direito (VD) e 
ventrículo esquerdo (VE). Os músculos D (EDL- extensor longo dos dedos, sóleo, 
plantar e gastrocnêmio) foram removidos. Os músculos foram pesados úmidos e 
após 48h secos em estufa à 37°C. As tíbias foram removidas e medidas por um 
paquímetro em centímetros. Os pesos dos ventrículos e dos músculos esqueléticos 
foram corrigidos pela relação do peso corporal e pelo tamanho da tíbia. Esta relação 




8.2.2.1 Peso úmido dos ventrículos direito e esquerdo 
 
A figura 18 mostra o efeito do isoproterenol no coração. Nas figuras 18A 
(ventrículo direito), 5C (ventrículo esquerdo) 5E (peso cardíaco), observamos que o 
isoproterenol causou hipertrofia cardíaca em ambas as concentrações de 0,4 mg/kg 
e 0,8 mg/kg quando corrigido pelo peso corporal em relação aos respectivos grupos 
VHC; (VD: 0,4 mg/kg 7d, 28 %; 0,8 mg/kg 7d, 23 % e 0,4 mg/kg 15d, 51 %; VE: 0,4 
mg/kg 7d, 25 %; 0,8 mg/kg 7d, 28 % e 0,4 mg/kg 15d, 41 %; peso cardíaco: 0,4 
mg/kg 7d, 26 %; 0,8 mg/kg 7d, 28 % e 0,4 mg/kg 15d, 43 %). Nas figuras 18B 
(ventrículo direito), 5D (ventrículo esquerdo) e 5F (peso cardíaco), observamos que 
o isoprotorenol causou hipertrofia cardíaca na dose de 0,4 mg/kg por 7d e 15d 
quando corrigidos pelo tamanho da tíbia (VD - 0,4 mg/kg 7d: 31 % e 0,4 mg/kg 15d: 
42 %; VE - 0,4 mg/kg 7d: 38 % e 0,4 mg/kg 15d: 31 %; peso cardíaco - 0,4 mg/kg 7d: 
37 % e 0,4 mg/kg 15d: 34 %). 
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Figura 18: Peso úmido cardíaco. (A) Peso do VD corrigido pelo PC, (B) Peso do 
VD corrigido pelo C. TB., (C) Peso do VE corrigido pelo PC, (D) Peso do VE 
corrigido pelo C. TB., (E) Peso cardíaco corrigido pelo PC; (F) Peso cardíaco 
corrigido pelo C. TB. CTRL, controle; VHC, veículo; ISO, isoproterenol; 7d, 7 dias; 
15d, 15 dias; VD, ventrículo direito; VE, ventrículo esquerdo; peso cardíaco, soma do 
VD com VE; PC, peso corporal; TB, comprimento da tíbia. ANOVA uma via – 
tratamento de 7 dias, *p<0,05 ambos os grupos vs CTRL 7d, **p<0,05 ambos os 
grupos vs VHC 7d. Teste t de Student – tratamento de 15 dias, ***p<0,05 ISO 0,4 
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mg/kg 15d vs VHC 15d. Os valores dentro das barras representam o “n” de cada 
grupo. 
 
8.2.2.2 Peso seco dos ventrículos direito e esquerdo 
 
Na figura 19 temos os pesos secos dos ventrículos direito e esquerdo e peso 
cardíaco total. Na figura 19A (ventrículo direito), 6C (ventrículo esquerdo) 6E (peso 
cardíaco), notamos que o isoproterenol, na dose diária de 0,4 mg/kg por 7 dias 
causou hipertrofia cardíaca quando corrigido pelo peso corporal em relação ao grupo 
VHC (VD/PC: 22 %; VE/PC: 20 %; peso cardíaco/PC: 21 %). 
Observamos na figura 19B que o VD/CTB não causou hipertrofia cardíaca 
pelo tratamento com isoproterenol no grupo 0,4 mg/kg 7d, porém, na figura 19D e 
19F, observamos hipertrofia no ventrículo esquerdo e na soma dos dois ventrículos 
(VE/PC: ISO 0,4 mg/kg 7d, 36 %; peso cardíaco/PC: ISO 0,4 mg/kg 7d, 32 %) após 





Figura 19: Peso seco cardíaco. (A) Peso do VD corrigido pelo PC, (B) Peso do VD 
corrigido pelo C. TB., (C) Peso do VE corrigido pelo PC, (D) Peso do VE corrigido 
pelo C. TB., (E) Peso cardíaco corrigido pelo PC; (F) Peso cardíaco corrigido pelo C. 
TB. CTRL, controle; VHC, veículo; ISO, isoproterenol; 7d, 7 dias; 15d, 15 dias; VD, 
ventrículo direito; VE, ventrículo esquerdo; peso cardíaco, soma do VD com VE; PC, 
peso corporal; TB, comprimento da tíbia. ANOVA uma via – tratamento de 7 dias, 
*p<0,05 ISO 0,4 mg/kg 7d vs CTRL 7d, **p<0,05 ISO 0,4 mg/kg 7d vs VHC 7d. Os 
valores dentro das barras representam o “n” de cada grupo. 
 




A figura 20 representa o efeito do isoproterenol sobre o peso úmido dos 
músculos EDL (20A e 20B), sóleo (20C e 20D), plantar (20E e 20F) e gastrocnêmio 
(20G e 20H), corrigidos pelo peso corporal e pelo comprimento da tíbia. Observamos 
nas figuras 20A e 20B que o efeito crônico do isoproterenol no grupo ISO 0,4 mg/kg 
7d causou hipertrofia no músculo EDL (EDL/PC: 12 %, EDL/CTB: 11 %). No músculo 
sóleo não houve diferença estatística entre os grupos (20C e 20D). O músculo 
plantar não teve diferença estatística quando corrigido pelo peso corporal (20E) e 
não foi avaliado pelo comprimento da tíbia (20F). Na figura 20G e 20H, observamos 
que o músculo gastrocnêmio apresentou hipertrofia em ambos os grupos tratados 
com isoproterenol quando corrigidos pelo peso corporal em relação aos grupos VHC 
(0,4 mg/kg 7d: 8 %, 0,8 mg/kg 7d: 9 %, 0,4 mg/kg 15d: 19 %), e quando corrigidos 
pelo tamanho da tíbia, apresentou 8 % de hipertrofia no grupo ISO 0,4 mg/kg 15d. 
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Figura 20: Peso úmido dos músculos esqueléticos. (A) EDL corrigido pelo PC, 
(B) EDL corrigido pelo C. TB., (C) sóleo corrigido pelo PC, (D) sóleo corrigido pelo C. 
TB., (E) plantar corrigido pelo PC, (F) plantar corrigido pelo C. TB., (G) gastrocnêmio 
corrigido pelo PC, (H) gastrocnêmio corrigido pelo C. TB. CTRL, controle; VHC, 
veículo; ISO, isoproterenol; 7d, 7 dias; 15d, 15 dias, PC, peso corporal; TB, 
comprimento da tíbia, EDL- extensor longo dos dedos. ANOVA uma via – tratamento 
de 7 dias; Teste t de Student – tratamento de 15 dias; **p<0,05 ambos grupos os vs 
VHC 7d, ***p<0,05 ISO 0,4 mg/kg 15d vs VHC 15d, #p<0,05 ISO 0,4 mg/kg 7d vs 




8.2.2.4 Peso seco dos músculos esqueléticos 
 
A figura 21 está apresentando o efeito do isoproterenol sobre o peso seco dos 
músculos EDL (21A e 21B), sóleo (21C e 21D), plantar (21E e 21F) e gastrocnêmio 
(21G e 21H), corrigidos pelo peso corporal e pelo comprimento da tíbia. Como 
vemos na figura 21, ao avaliar o peso seco dos músculos esqueléticos houve 
hipertrofia somente no EDL (7 %) no grupo ISO 0,4 mg/kg 7d, quando relacionado 
pelo peso corporal (A). Nos músculos sóleo, plantar e gastrocnêmio não houve 




Figura 21: Peso seco dos músculos esqueléticos. (A) EDL corrigido pelo PC, (B) 
EDL corrigido pelo C. TB., (C) sóleo corrigido pelo PC, (D) sóleo corrigido pelo C. 
TB., (E) plantar corrigido pelo PC, (F) plantar corrigido pelo C. TB., (G) gastrocnêmio 
corrigido pelo PC, (H) gastrocnêmio corrigido pelo C. TB. CTRL, controle; VHC, 
veículo; ISO, isoproterenol; 7d, 7 dias; 15d, 15 dias, PC, peso corporal; C TB, 
comprimento da tíbia, EDL- extensor longo dos dedos. ANOVA uma via – tratamento 
de 7 dias; Teste t de Student – tratamento de 15 dias; **p<0,05 ambos grupos os vs 








Para avaliar o efeito do isoproterenol na reatividade vascular em dose mais elevada 
ou com maior tempo de tratamento, foi adicionado o grupo com maior concentração 
de isoproterenol (ISO 0,8 mg/kg 7d) como vemos na figura 22 e um grupo com 




Na figura 22, observamos uma resposta contrátil aumentada no grupo ISO 0,4 
mg/kg 7d em comparação ao grupo VHC 7d (Figura 22A). Apesar disso, não houve 
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diferença estatística na Rmáx (Figura 22:B) e na EC50 (Figura 22:C).entre os grupos
 
Figura 22: Reatividade vascular realizada no LEMC. (A) Curva concentração-
resposta à fenilefrina. (B) Resposta máxima (Rmáx). (C) Sensibilidade (EC50). 
CTRL, controle; VHC, veículo; ISO, isoproterenol; 7d, 7 dias. ANOVA duas vias – 
reatividade vascular; ANOVA uma via – Rmáx e EC50, *p<0,05 ISO 7d 0,4 mg/kg vs 
VHC 7d. Os valores dentro das barras e entre parênteses representam o “n” de cada 
grupo. 
 
Na figura 23 temos a reatividade vascular no grupo ISO 0,4 mg/kg 15d. Não 
observamos diferença na curva de contração à fenilefrina (Figura 23A), na Rmáx 




Figura 23: Reatividade vascular realiza no LEMC. (A) Curva concentração-
resposta à fenilefrina. (B) Resposta máxima (Rmáx). (C) Sensibilidade (EC50). 
CTRL, controle; VHC, veículo; ISO, isoproterenol; 15d, 15 dias. ANOVA duas vias – 
reatividade vascular; Teste t Student – Rmáx e EC50. Os valores dentro das barras 
e entre parênteses representam o “n” de cada grupo. 
 
 




A artéria torácica foi removida e armazenada em -80°C para obtenção de 
homogenato. As aortas foram processadas e homogeneizadas em solução tampão 
(1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 2 mM Cloreto de magnésio, 5 mM KCl, 25 mM pH 7,5 
HEPES, 1 mM PMSF, 0,1 % Triton X-100) por sonicador ultrassônico de ponteira em 
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vatagem 10, por oito vezes durante 5 segundos em intervalos de 10 segundos em 
gelo. O homogenato foi centrifugado por 15 min em 1200 RCF, temperatura a 4°C e 
o sobrenadante foi armazenado em -80 ºC. As amostras de plasma e homogenatos 
de aorta foram misturados cada um em aparelho agitador vórtex e pipetado 15uL de 
amostra com 185 ul de solução tampão de ensaio (Tris-HCl 10 mM, pH 7,6) mais 
substrato (H-Gly-Pro-pNA · p-tosylate, 2 mM) em cada poço na placa de 96 wells.  A 
absorbância foi determinada em medidas duplicatas ou triplicatas utilizando um leitor 
de microplacas Varioskan™ (emissão 405 nm) em 37°C, 25 leituras, intervalo de 2 
minutos por leitura. 
 
8.4.2 Resultados 
Na figura 24 mostramos a atividade da DPP-4 após tratamento crônico com 
isoproterenol. Na figura 24A observamos que houve diminuição da atividade da 
DPP-4 plasmática de 14 % no grupo ISO 0,8 mg/kg 7d comparado ao grupo VHC 
7d. 
Na figura 24B, analisamos a atividade da DPP-4 na aorta após tratamento 
crônico com isoproterenol. Observamos que a atividade da DPP-4 não apresentou 
diferença significativa entre os grupos. 
 
Figura 24: Atividade da DPP-4 in vivo. (A) Atividade plasmática. (B) 
Atividade na aorta. CTRL, controle; VHC, veículo; ISO, isoproterenol; 7d, 7 dias; 15d, 
15 dias. ANOVA uma via. *p<0,05 ambos os grupos vs VHC 7d. Os valores dentro 









O RNA total dos segmentos da aorta foi isolado utilizando o reagente Trizol® 
(Thermo Fisher Scientific) de acordo com as instruções do fabricante. As análises de 
expressão gênica de citocinas pró-inflamatórias (IL-1B, IL-6, TGF-β), quimiocina 
CCL2, colágeno tipo I e III foram examinadas por RT-PCR quantitativa realizadas na 




Na figura 25, observamos o efeito do tratamento com isoproterenol sobre a 
expressão gênica de citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-6, TGF-β, MCP-1) em aortas. 
Nas figuras 25 A e B, observamos que os grupos ISO aumentaram a expressão 
gênica de IL-1β e IL-6 em relação ao VHC. Na figura 25 C, observamos que 
somente o grupo ISO 0,8 mg/kg 7d aumentou a expressão gênica de TGF- β em 
relação ao grupo VHC 7d. Na figura 25 D observamos que os grupos ISO 7d 
aumentaram a expressão gênica da quimiocina MCP-1 em comparação ao grupo 




Figura 25. Expressão gênica de citocinas inflamatórias em aorta. (A) IL-1β, (B) 
IL-6, (C) TGF-β, (D) MCP-1. VHC, veículo; ISO, isproterenol; 7d, 7 dias; 15d, 15 
dias. ANOVA uma via. *p<0,05 ISO vs VHC. Os valores dentro das barras 
representam o “n” de cada grupo. 
 
Na figura 26 observamos o efeito do tratamento com isoproterenol sobre a 
expressão gênica de colágeno em aortas. Observamos que o grupo ISO 0,8 mg/kg 
7d aumentou a expressão gênica do colágeno do tipo I (Figura 26A) em 90 % 
comparado ao grupo VHC 7d. Não observamos diferença da expressão de colágeno 




Figura 26: Expressão gênica de colágeno tipo I e III em aorta. (A) Colágeno do 
tipo I, (B) Colágeno do tipo III. CTRL, controle; ISO, isoproterenol; 7d, 7dias; 15d, 15 
dias. Anova uma via. *p<0,05 ISO 0,8 mg/kg 7d vs VHC 7d. Os valores dentro das 
barras representam o “n” de cada grupo. 
 




As CMLV foram plaqueadas a uma densidade de 2x104 células/well e 1,5x104 
células/well, respectivamente em placas de 24-well até atingirem a confluência e 
foram submetidas a starving por 3 horas, nas quais foram mantidas em meio de 
cultura com 0,5 % de FBS. Após a estimulação, o RNA total foi extraído usando o 
reagente Trizol® (Thermo Fisher Scientific) de acordo com as recomendações do 
fabricante. As análises de expressão gênica de colágenos do tipo I e III foi 





Na figura 27, observamos o efeito do tratamento com isoproterenol sobre a 
expressão gênica do colágeno in vitro. Não observamos diferenças estatísticas na 
expressão gênica de colágeno do tipo I (Figura 27A) e tipo III (Figura 27B) após 
estímulo com isoproterenol in vitro. 
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Figura 27: Expressão gênica de colágeno tipo I e III em CMLV. (A) Colágeno tipo 
I, (B) colágeno tipo III. CTRL, controle; ISO, isproterenol; 24h após estímulo; 48h 
após estímulo. ANOVA uma via. Os valores dentro das barras representam o “n” de 
cada grupo. 
 
 
